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はじめに

リボソームにおける翻訳の速度は，バクテリアでは毎
秒約20アミノ酸，真核生物では毎秒5～9アミノ酸と言
われているが，常に一定の速度でリボソームがmRNA
上を動いているわけではない．実際には，コドンの使用
頻度 1)やmRNAの2次構造 2)，連続したプロリン残基 3)

などの要因によって翻訳速度が遅くなることが古くから
知られていた．さらに，近年になって合成途上の新生ポ
リペプチド鎖の中には，翻訳アレスト現象と呼ばれる翻
訳の一時停止を引き起こすペプチド配列が存在すること
が明らかとなってきた 4)．このような翻訳アレスト配列
の新生ペプチド鎖は，ペプチジル転移酵素中心（PTC）
周辺でリボソームとの相互作用を起こすか，リボソーム
トンネル内壁と相互作用することによって，ペプチド転
移反応や終結反応などを阻害し翻訳アレストを引き起こ
すと考えられている．
翻訳アレスト配列の例として，大腸菌のSecM5)や枯

草菌のMifM6)は遺伝子発現の翻訳レベルでの制御， 
ヒトのXBP1u7)は細胞内での翻訳場の局在化とストレス
応答に関与する．また，特定化合物の存在下で翻訳アレ
ストを起こすことで遺伝子発現を制御するErmCL8)や
TnaC9)なども知られている．さらに，翻訳アレスト現象
は翻訳速度の調節によってco-translationalなフォール
ディングの制御に密接に関わることが示唆されている 10)．

mRNAディスプレイ法の応用

このような生物学的にさまざまな機能を有する翻訳ア
レスト配列が，さまざまな生物種の遺伝子から発見され
ているが，その配列モチーフは多様であり，配列情報の
みから翻訳アレストを予測することは未だ困難である．
そこで筆者らは，これまでタンパク質の進化工学や相互
作用解析に活用してきたmRNAディスプレイ法 11–13)を
応用して，翻訳アレスト配列の試験管内選択を試みた．

mRNAディスプレイ法とは，mRNA（遺伝子型）とそ
こから無細胞翻訳されたタンパク質（表現型）とを抗生
物質であるピューロマイシンを介して共有結合させる
「遺伝子型と表現型の対応づけ技術」であり，1997年に，
柳川 11)（当時三菱化学生命研から後に慶大に移籍）と

Szostak12)（米国ハーバード大：テロメアの発見でノー
ベル生理学医学賞受賞）の研究室で独立に開発された．
通常のmRNAディスプレイ法（図1A）では，終止コド
ンをもたないmRNAの3'末端にスペーサーを介して
ピューロマイシンを連結し，これを鋳型にして無細胞翻
訳する．アミノアシル tRNAの3'末端アナログである
ピューロマイシンは，高濃度ではリボソームのAサイト
に侵入して合成途中のペプチドのC末端に結合し，全長
のタンパク質合成を阻害するが，mRNAの末端に1分
子程度という低い濃度では，合成途中のペプチドに結合
することはなく，終止コドンを含まないためmRNAの
3'末端とスペーサーの境界でリボソームが停止している
間に，初めてピューロマイシンが全長タンパク質のC末
端に共有結合する（図1A）．この原理を利用してmRNA-
タンパク質連結分子のライブラリーを作製し，タンパク
質部分の親和性を用いた試験管内選択後，mRNA部分
を逆転写PCRにより増幅・解読することが可能となる．
2018年にノーベル化学賞を受賞したファージディスプ
レイ法のライブラリーサイズは感染させる大腸菌の数に
依存するため106–1010程度であるのに対して，無細胞翻
訳系を利用するmRNAディスプレイ法では1012–1015と
いう莫大なサイズのライブラリーを容易に扱えるという
利点がある．
その後，筆者らはmRNAディスプレイ法を一本鎖抗

mRNAディスプレイによる翻訳アレスト配列の大規模探索
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図1．mRNAディスプレイ法の原理．（A）通常の方法．（B）今
回の翻訳アレスト配列の探索方法．
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体ライブラリーの試験管内選択に応用する際，無細胞翻
訳系として大腸菌由来再構成型翻訳系であるPUREシ
ステムを用いたところ，一本鎖抗体のmRNA-タンパク
質連結分子の形成効率は著しく低かった．この問題を解
決するために，一本鎖抗体のC末端にランダム配列ライ
ブラリーを融合し，リボソームの停止状態を安定化する
ことで連結分子の形成効率を向上させる新たなペプチド
配列の探索を行った 13)．筆者らはこの方法が翻訳アレス
ト配列の探索にも応用できることに気がついた．
図1Bに示すように，共通の親和性タグ配列のC末端

にライブラリー配列と終止コドンを含むmRNAライブ
ラリーを設計する．このライブラリー部分に翻訳アレス
ト配列が含まれない場合には，終結因子によってタンパ
ク質がリボソームから解離するためmRNA-タンパク質
連結分子は形成されないが（図1B右上），ライブラリー
配列中に翻訳アレスト配列が含まれている場合，翻訳の
一時停止中に連結分子が形成されることが期待できる
（図1B右下）．親和性タグを用いて試験管内選択するこ
とで，多様なライブラリー配列から翻訳アレスト配列を
コードするmRNAを回収し，次世代シーケンサーによっ
て配列解読することで翻訳アレスト配列を大規模に同定
できると期待される．実際に筆者らは本手法が動作する
ことを確認し，STALL-seq（Selection of Translational 
Arrest sequences from Large Library）と命名した．

翻訳アレスト配列の大規模探索

翻訳系として大腸菌PUREシステムを，ライブラリー
として20種類のアミノ酸をランダムに22残基コードす
る「ランダム配列ライブラリー」と大腸菌ゲノムをラン
ダムプライマーPCRにより断片化した「大腸菌ゲノム
断片ライブラリー」の2種類のライブラリーを用いて，
STALL-seqにより各ライブラリーからの翻訳アレスト
配列の試験管内選択を複数ラウンド行った（図2）．

ランダム配列ライブラリー　　各ラウンド後のライブ
ラリーでmRNA-タンパク質連結分子の形成を調べた結
果，8ラウンドで連結分子の形成が確認できた．そこで，
クローニングにより8ラウンド後のライブラリーから複
数のクローンを取得し，配列を解読した結果，特定の配
列の濃縮はみられず，8ラウンド後も多様な配列が含ま
れていた．いくつかのクローンについて翻訳アレスト産
物であるペプチジル tRNAの検出を行うことで，その大
部分が in vitroでの翻訳アレスト活性をもつことを確認
した．Toe-printingアッセイによって翻訳停止位置の同
定を行った結果，既知のアレスト配列とは異なる新規の
アレスト配列であることが確認された．さらに，この結
果を受けて作製した一部のクローンの変異体を用いた解
析の結果，翻訳停止がmRNA配列ではなく翻訳後の新
生ペプチド鎖によって引き起こされていることが確認さ
れた．以上の結果から，mRNAディスプレイ法が新規
の翻訳アレストペプチドの探索に利用可能であることが
確認できた．
現在，試験管内選択で取得した各ラウンドのDNAラ
イブラリーを次世代シーケンサーによる配列解析に供
し，ランダム配列領域の塩基配列情報を大規模に取得し
た．ここから翻訳後のアミノ酸配列を同定することで，
濃縮率の高いアミノ酸配列の抽出やランダム領域内での
位置ごとの各アミノ酸の出現頻度の算出によって，翻訳
アレスト配列のモチーフの探索を試みている．
大腸菌ゲノム断片ライブラリー　　ランダム配列ライ
ブラリーと比べて多様性が少ないため，ひとまず4ラウ
ンドでクローニングを行い，クローンの翻訳アレスト活
性の検証を上記と同様に行った結果，取得されたクロー
ンの大部分は翻訳アレストを引き起こすことが確認され
た．そこで，1～4ラウンドのDNAライブラリーを次

図2．STALL-seqによる翻訳アレスト配列の試験管内選択の 
概要 図3．大腸菌ゲノム断片ライブラリーの大規模配列解析の概要
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世代シーケンサーによる配列解読に供し，取得された配
列断片を大腸菌ゲノムにマッピングすることで，試験管
内選択により濃縮された大腸菌遺伝子の部分配列の同定
を行った．図3に示すように，ラウンドが進むにつれて
リード数のカウントが増加する遺伝子領域の中にmRNA-
タンパク質連結分子の形成を促進する翻訳アレスト候補
配列が含まれていることが期待できる．大腸菌全ゲノム
領域のリードカウント数の各ラウンド間の濃縮率を解析
した結果，大腸菌遺伝子の7割以上において，何らかの
部分配列が少なくとも1度は濃縮されていることが明ら
かとなった．

従来法との比較

東工大の茶谷らは，大腸菌遺伝子のうち約1000個に
ついて個別にペプチジル tRNAの検出を行うことで翻訳
アレスト配列を多数同定した14)．また，大腸菌のリボソー
ムプロファイリング 15)の結果も翻訳アレスト配列の情
報を含むことが知られている．これら既存の手法による
翻訳アレスト配列部位のデータと筆者らの濃縮配列の位
置を照合した結果，よく一致する部位もあれば，まった
く一致しない部位もあった．
この差の要因の一つとして，翻訳アレストごとの

ピューロマイシン感受性の違いがあげられる．翻訳アレ
スト配列のピューロマイシン感受性は，翻訳アレスト時
にリボソームのAサイトが空位であるか否かを表す指標
であり，Aサイトが空位であるタイプの翻訳アレストの
方がピューロマイシンと反応しやすい．STALL-seqで
は翻訳停止時のピューロマイシンと新生鎖の反応によっ
て翻訳アレスト配列を選択していることから，ピューロ
マイシン感受性の翻訳アレスト配列のほうが濃縮されや
すいと予想されるが，実際にそのような傾向が見られて
いる．しかし，強いピューロマイシン耐性を示すSecM
の翻訳アレスト配列でも個別の実験では連結分子の形成
が確認されており，ピューロマイシン感受性の低い翻訳
アレスト配列がまったく選別できないわけではない．
別の要因として，in vitroと in vivoの違いと，遺伝子の

全長か断片かの違いがあげられる．すなわち，STALL-
seqでのみ検出された新規の翻訳アレスト配列について
は，in vivoではアレスト解除因子が存在するか，全長
遺伝子の前半にアレスト解除配列が含まれている可能性

がある．そこで，今回発見した新規の翻訳アレスト配列
を含む遺伝子の中から，遺伝子機能に基づいて発現が翻
訳レベルで制御されると期待される遺伝子をピックアッ
プして，種々の翻訳条件や変異体での翻訳アレスト活性
の変化を検証している．これにより，候補遺伝子の翻訳
アレストの生物学的意義の解明にもつながることが期待
できる．
最後に，従来法がインフレームの遺伝子のみを解析し
ているのに対して，今回のSTALL-seqではすべてのフ
レームのゲノム断片を探索している点が異なる．興味深
いことに，異なるフレームやアンチセンス鎖でも多数の
遺伝子断片が濃縮されており，この事実は翻訳アレスト
配列の進化についても新たな視点を提供している．

おわりに

これまで抗体の進化工学や特殊ペプチド創薬に利用さ
れてきたmRNAディスプレイ法が，翻訳アレスト配列
の探索という基礎研究にも応用できる一例を紹介した．
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